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Es werden die verschiedenen als „Gesamtöstrogene" bezeichneten Substanzgruppcn charakterisiert. Die Methoden zur Bestimmung
der Gesamtöstrogen-Ausscheidung einer Schwangeren werden definiert als Östriol-Bestimmungen geringerer Spezifität, die dem
Zweck genügen, rasch anzuzeigen, ob ein normaler oder pathologischer Zustand des Feten wahrscheinlicher ist. Die verfügbaren
Analysenmethoden werden aufgeführt, ihre Richtigkeit, Präzision und Praktikabilität werden diskutiert.
Determination of the total oestrogens in pregnancy
The different groups of substances known, collectively, as „total oestrogens" are characterised and described. Methods for the
determination of „total oestrogen" excretion in pregnancy are, in fact, oestriol measurements of low specifity, which serve to
give a rapid indication of wether the foetus is probably in a normal or a pathological state. The available analytical methods are
described, and their accuracy, precision and practicability are discussed.
Drei verschieden zusammengesetzte Substanzgruppen
werden als „Gesamtöstrogene" bezeichnet: 1. Ver-
bindungen, die eine gleichartige biologische Wirkung
auslösen, 2. Substanzen, die durch eine analytisch-
chemische Reaktion gemeinsam bestimmt werden kön-
nen und 3. StofFwechselprodukte, die Abkömmlinge des
Östradiols-17ß sind oder sein könnten.
Zu der biologisch-wirküngsmäßig definierten Substanz-
gruppe gehören Verbindungen, die eine als „Östrus" be-
zeichnete Periode des Genitalzyklus von Säugetieren in-
duzieren. Die Testbedingungen rechtfertigen die Be-
zeichnung „Gesamtöstrogene", denn es wird, zu-
mindest im Prinzip, die gesamte den Östrus auslösende
Aktivität der applizierten Probe gemessen; für die
chemisch charakterisierten Substanzen ist der Begriff
„Gesamtöstrogene" weniger zutreffend.
Mit den zur Zeit üblichen Methoden der chemischen
„Östrogen"-Bestimmung werden Substanzen nach-
gewiesen, die sich in Lösungsmittel-Verteilungen wie
Phenole verhalten und die beim Erhitzen mit Schwefel-
säure, in der sogenannten Kober-Reaktion, eine rote,
nach ITTRICH extrahierbare Farbe entwickeln. Da diese
Verbindungen zum Teil keine östrogene Wirkung be-
sitzen, und da der Kober-Reaktion in der chemischen
„Östrogen"-Bestimmung die gleiche Funktion zukommt
wie dem Östrus im biologischen Test, werden sie auch
als Kober-Chromogene bezeichnet. Von COHEN (1)
wurden sie als KBN- bzw. KBNI-Chromogene bezeich-
net, weil neben KOBER (2) auch BROWN (3, 4), NOCKE (5)
und ITTRICH (6) wesentlich zur quantitativen Auswert-
barkeit der Farbreaktion beigetragen haben.
Als „Gesamtöstrogene" werden schließlich auch alle
Substanzen bezeichnet, die aus Östradiol-17/? durch
enzymatische Reaktionen entstanden sein könnten, un-
x) Vortrag, gehalten auf dem Symposion „Methodik der östrogen-
bestimmungen", Köln, 5. März 1969, vor dem 15. Symposion der
Deutschen Gesellschaft für Endokrinologie, Köln, 6.—8. März 1969.
abhängig von ihrer tatsächlichen Biosynthese und un-
abhängig davon, ob die einzelne Verbindung im bio-
logischen Test bzw. mit der Kober-Reaktion nach-
gewiesen werden kann. Die Östrogene im Schwangeren-
Urin sind größtenteils nicht tatsächliche Metabolite des
Östradiols-17/J, sondern Produkte der enzymatischen
Aromatisierung 16-hydroxylierter neutraler Steroide
(7—9). Ihre Zusammensetzung (10—16) istin Abbildung l
dargestellt. Obwohl nur ein Teil der Östrogene berück-
sichtigt wurde, ist dieses Bild aus zwei Gründen bezeich-
nend für die „Gesamtöstrogen"-Ausscheidung einer
Schwangeren:
1. Die Menge des ausgeschiedenen Östriols ist sehr viel
größer als die Menge der anderen phenolischen Steroide;
vom Östriol werden täglich bis zu 50 mg ausgeschieden,
von den am stärksten vertretenen anderen Östrogenen,
Östron, 6-Hydroxy-östriole, 16-Oxo-östradiol und 16 -
Hydroxy-östron nur etwa je l—1,6 mg.
2. Bei der Beurteilung der Östrogen-Ausscheidung
steht die Östriol-Menge im Vordergrund des Interesses,
da in der Schwangerschaft die meisten Östrogen-Be-
stimmungen durchgeführt werden, um eine Gefährdung
des Feten zu erkennen, die häufig durch eine Vermin-
derung der Östriol-Ausscheidung der Schwangeren
angezeigt wird. Die anderen Östrogene oder Kober-
Chromogene gelten in diesem Zusammenhang z. Zt. nur
als störende Begleitsubstanzen, deren Abtrennung mit
erheblichem Arbeite-, Kosten- und Zeitaufwand ver-
bunden ist. Das weist darauf hin, daß hier^neben der
biologischen, analytisch-chemischen und biochemischen
Definition der Östrogene eine zweckgerichtete Deutung
des Ausdrucks „Gesamtöstrogen-Bestimmung" be-
rücksichtigt werden muß.
Zweck der „Gesamtöstrogen"-Bestimmung in der
Schwangerschaft ist die Gewinnung einer Information
über den Zustand des Feten; der Indikator dafür ist die
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von der Schwangeren in der Zeiteinheit ausgeschiedene
Menge Östriol. Spezifität, Praktikabilität und Präzision
der Östriol-Bestimmung müssen so gewählt werden,
daß die Frage „ist auf Grund der Östriol-Ausscheidung
ein normaler oder ein pathologischer Zustand des Feten
wahrscheinlicher?" mit hinreichender Sicherheit und
Schnelligkeit beantwortet werden kann.
Als Normalbereich der Östriol-Ausscheidung am Ende
der Schwangerschaft werden 15—40 mg/Tag ange-
gegeben (Normalbereich definiert als ± 2 Sx). Als
Warnbereich werden Werte zwischen 12 und 8 mg,
als Alarmbereich Werte zwischen 8 und 4 mg angesehen;
bei Ausscheidungen unter 4 mg/Tag in der 38.—40.
Schwangerschaftswoche ist ein lebendes gesundes Kind
unwahrscheinlich2) (17—36). Die Angaben lassen er-
kennen, daß eine Beeinträchtigung der Richtigkeit der
Östriol-Bestimmungen um etwa ± 10% die klinische
Bedeutung des Analysenergebnisses nicht wesentlich
vermindert. Andererseits sind Schnelligkeit und Prakti-
kabilität der Analysen von großer praktischer Be-
deutung: Schnelligkeit ist geboten, damit die dem Er-
gebnis entsprechenden geburtshilflichen Maßnahmen
rechtzeitig .eingeleitet werden können; Praktikabilität
2) Anmerkung bei der Korrektur: An der I. Universitäts-Frauen-
klinik München wurde unter 525 Risikoschwangerschaften l mal
eine Ausscheidung von weniger als 4 mg Östrogene/24 Stdn.
unmittelbar vor der Geburt eines anscheinend reifen und ge-
sunden Kindes gefunden. Das Analysenergebnis wurde durch
Kontrolle gesichert (R. GOEBEL und E. KUSS, unveröffentlicht).
ist notwendig, da die Bestimmungen meist nicht von
Spezialisten, sondern von den Assistentinnen gemacht
werden, die auch die übrigen klinisch-chemischen Ana-
lysen durchführen. Praktikabilität ist unter diesen
Umständen die entscheidende Voraussetzung dafür,
daß die unbedingt notwendige Präzision der Bestimmun-
gen (Variationskoeffizient von^Tag zu Tag etwa 5%)
eingehalten werden kann. Da schließlich nach Abtrennung
der anderen Östrogene vom Östriol (Abb. 1) Analysen-
werte erhalten werden, die nur um etwa 10°/03) niedriger
liegen als die Ergebnisse von weniger aufwendigen Be-
stimmungen ohne spezifische Trennverfahren, werden
von zahlreichen Laboratorien zusammen mit dem
Östriol auch andere Kober-Chromogene gemessen; die
Ergebnisse solcher Bestimmungen werden als „Gesamt-
östrogene" angegeben. Man muß sich darüber im klaren
sein, daß „Gesamtöstrogene" in diesem Sinne eine eu-
phemistische Bezeichnung der Ergebnisse von Östriol-
Bestimmungen mit geringer Spe^ifität ist, und daß, je
nach Methode, nur ein mehr oder weniger großer Teil
der anderen östrogen^wirksamen Substanzen bzw. Ko-
ber-Chromogene bzw. Östradiolmetabolite erfaßt wird.
3) Die Differenz ist u. a. davon abhängig, wie weit bei der
Aufarbeitung der „Gesamtöstrogene" auch alkali-bzw. säurelabile
Östrogene erhalten bleiben und wie weit die Verbindungen mit
der für Östriol optimierten östrogenreaktion (z. B. Kober-Reak-
tion) erfaßt werden (l. c. l, 41). Zur Bedeutung des Anteils der
„Nicht-östriol-Östrogene" siehe R. HOBKIRK und Mitarbeiter,





Östrogen-Ausscheidung in der Spät-
schwangerschaft. Dargestellt sind die
Strukturformeln derHauptbestandteile,
das Größenverhältnis der Formelbilder
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Präzision und Schnelligkeit von Östrogen-Bestimmungen
Methode
BROWN, Abbildung 2 a (1. c. 44)
BROWN, Abbildung 2b (I. c. 41)
ITTRICH, Abbildung 3 a (l. c. 6)
COHEN, Abbildung 3b (1. c. 1)
ROURKE, Abbildung 3c (1. c. 59)
BELING, Abbildung 4a (1. c. 23)
EECHAUTE, Abbildung 4b (1. c. 63)
VAN BAELEN, Abbildung 4c (I. c. 64)
VAN BAELEN, modifiziert, Abb. 4d (1. c. 36)













1 — - 40 mg
2 — 4mg
3 — - 32 mg
0,7— 23 mg
0 — 40 fig
0 — 150 „g
1 — 22 mg





















') Die Ergebnisse waren streng korreliert mit den nach EECHAUTE & DEMEESTER (I. c. 63) gewonnenen Ergebnissen.









Spezifische Farbtests zur exakten Aktivitätsbestimmung
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Abb. 2
Östrogen-Bestimmungen nach BROWN
a) Bestimmung des östriols (L c. 44)
b) Bestimmung der Gesamtöstrogene (1. c. 41)
Zur Gesamtöstrogen-Bestimmung aus diagnostischen
Gründen wurden biologische und chemische Methoden
angewendet. Der biologische Östrogen-Nachweis wurde
bereits kurz nach der Entdeckung des Allen-Doisy-
Tests zur Diagnose intakter Graviditäten herangezogen
(37—39). Nach einem Hinweis von SPIELMANN und
Mitarbeitern (37) hat FRANK offenbar bereits 1926 auf die
Bedeutung von Östrogen-Bestimmungen bei patho-
logischen Schwangerschaften hingewiesen. Der positive
Östrogen-Test wurde als Hinweis auf ein lebendes Kind
klar abgegrenzt gegen den positiven HCG-Test nach
AscHHEiM-ZoNDEK, der als Hinweis auf aktives Plazenta-
Gewebe gedeutet wurde. Die Ergebnisse von quanti-
tativen Gesamtöstrogen-Bestimmungen durch bio-
logische Tests sind allerdings sehr abhängig von me-
thodischen Einzelheiten „so that the term oestrogenic
potency becomes almost meaningless" (40). Als Alter-
native zur biologischen Bestimmung der Gesamt-
östrogene bot sich die Bestimmung der Kober-Chromo-
gene bzw. KBNI-Chromogene an.
In der Abbildung 2 ist eine chemische Gesamtöstro-
gen- bzw. Kober-Chromogen-Bestimmung skizziert
und als Vergleich dazu eine Östriol-Bestimmung. Die
Gesamtöstrogen-Bestimmung von BROWN und Mit-
arbeitern (41) ist ähnlich wie die Gesamtöstrogen-Be-
stimmung von JAYLE und Mitarbeitern (42) und die
vereinfachte Östriol-Bestimmung von BROWN und
COYLE (43) eine Modifikation der 13 Jahre früher von
BROWN veröffentlichten Methode zur Östron-, Östra-
diol- und Östriol-Bestimmung, die heute noch als
Standardmethode gilt. Die Tatsache, daß der gleiche
Autor von einer Östriol-Bestimmung hoher Spezifität
(44) über eine Östriol-Bestimmung geringerer Spezi-
fität (43) zu einer Bestimmung der Gesamtöstrogene (41)
übergegangen ist, zeigt, daß ein Fortschritt in der kli-
nisch-chemischen Analytik nicht nur in Richtung höhe-
rer Spezifität und höherer Empfindlichkeit der Analysen-
methoden gesucht wird.
Die in Abbildung 2b dargestellte Gesamtöstrogen-Be-
stimmung unterscheidet sich von der Östriol-Be-
stimmung (Abb. 2a) im wesentlichen dadurch, daß auf
eine Verteilung der Östrogene zwischen Petroläther-
Benzol und Wasser (zur Abtrennung des Östrons und
Östradiols vom Östriol) verzichtet wurde. Außerdem
wurde die Chromatographie an Aluminiumoxid nach
Derivatbildung (Methylierung) weggelassen. AIZAWA
und PINCUS (45) haben bei ihrer Gesamtöstrogen-Be-
stimmung eine Derivatbildung (Benzoylierung) bei-
behalten. Vor der Hydrolyse verdünnen BROWN und
Mitarbeiter (41) den Urin sehr stark mit Wasser, da
Säurehydrolyse einen großen Teil des Östriols zerstört,
wenn Urin mit hohem spezifischen Gewicht oder hohem
Glucosegehalt eingesetzt wird (46—48). Einen anderen
Ausweg bieten die in Abbildung 3 dargestellten Ver-
fahren, die sich dadurch auszeichnen, daß die Östrogen-
Konjugate ohne Hydrolyse in die Kober-Reaktion ein-
gebracht werden. ITTRICH (6) (Abb. 3) verzichtet in
seiner „direkten" Methode nicht nur auf die Hydrolyse
der Steroidkonjugate, sondern auch auf Reinigungs-
schritte vor der Kober-Reaktion. Mit der von ihm ent-
deckten Extraktion des Kober-Farbstoffes, deren Vorteile
vielfach bestätigt wurden (z. B.(4)), verlegte er eine
Reinigung der zu analysierenden Substanz an das Ende
des Analysenganges. Einige der von ihm beschriebenen
Methoden enthalten allerdings auch Arbeitsgänge wie
sie von BROWN (44) beschrieben wurden (6, 49). Die
Möglichkeit, den Ittrich-Extrakt des Kober-Farbstoffes
fiuorimetrisch auszuwerten, wurde von SCHOLLER und
Mitarbeitern (50) eingehend untersucht.
Die Zuverlässigkeit der „direkten" IiTRiCH-Methode
wird dadurch beeinträchtigt, daß Urinbestandteile,
besonders Gallenfarbstoffe und Pharmaka (51, 52), mit
der Kober-Reaktion interferieren und unspezifiche
Farbstoffe bilden oder den spezifischen Farbstoff unter-
24-Stdn.-
Urin
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Abb. 3
Östrogen-Bestimmungen mit Extraktionen nach ITTRICH. Bestimmung
der Gesamtöstrogene
a) nach ITTRICH (I. c. 6) und ITTRICH und SCHAETZ (1. c. 49)
b) nach COHEN (1. c. 1)
c) nach ROURKE und Mitarbeiter (1. c. 59)
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drücken. Zur Vermeidung dieser Effekte, die sich be-
sonders bei Urinen mit geringem Gehalt an Kober-
Chromogenen auswirken (l, 36, 53), wurden Östrogen-
Konjugate mehr oder weniger selektiv aus dem Urin
extrahiert, z. B. mit Dicyclohexylamin-acetat in Chloro-
form (54, 55) oder mit Amberlite LA 2, einem in Essig-
ester löslichen basischen Austauscher (56), durch den
aber nach GUPTA und GOODWIN (57) unangenehme
Emulsionen entstehen. Kürzlich wurde berichtet, daß
Amberlite XAD-2, ein neutrales Polystyrol, Steroid-
konjugate aus dem Urin absorbiert. Das beladene Harz
wird mit Wasser gewaschen, anschließend werden die
Konjugate mit Methanol eluiert (58). COHEN (1) (Abb. 3)
trennt die Östrogenkonjugate durch Ausfällen mit
Ammoniumsulfat ab, ROURKE und Mitarbeiter (59)
(Abb. 3) durch Extraktion mit Essigester nach vor-
herigem Ansäuern des Urins und Aussalzen der Steroid-
kon jugate.
Die Gelfiltration (Abb. 4) wurde von BELING (23) in die
Östrogen-Analytik eingeführt. Nach der von ihm an-
gegebenen Methode werden ebenfalls im ersten Schritt
des Analysengangs störende Urinbestandteile abge-
trennt, auch Inhibitoren der enzymatischen Hydrolyse
von Steroidkonjugaten (60). In einer Modifikation dieses
Verfahrens wird auf die enzymatische Hydrolyse und
weitere Reinigung verzichtet und das Eluat nach der
Gelfiltration (Sephadex G 15) direkt in die Kober-Re-
aktion eingebracht (61). Die beiden anderen in Ab-
bildung 4 skizzierten Verfahren machen ebenfalls davon
Gebrauch, daß aromatische Verbindungen an Dextrangel
nicht nur wie an einem Molekularsieb fraktioniert wer-
den (62), hier werden aber die Hydrolysate zur Gel-
chromatographie eingesetzt. Das große Elutions-
volumen, das freie Östrogene bei der Chromatographie
nach EECHAUTE und DEMEESTER (63) (Abb. 4b) be-
nötigen, wird in der Modifikation nach VAN BAELEN und
Mitarbeitern (64) (Abb. 4c) durch Verwendung von
Äthylacetat als Elutionsmittel verringert.
Die Anwendung der in Abbildung 4a—c dargestellten
Verfahren für die klinische Routinediagnostik ist pro-






















Östrogen-Bestimmungen mit Gelfiltrationen. Bestimmung
der Gesamtöstrogene
a) nach BELING (I. c. 23)
b) nach EECHAUTE und DEMEESTER (1. c. 63)
c) nach VAN BAELEN und Mitarbeitern (1. c. 64)
d) nach VAN BAELEN (modifiziert nach 1. c. 36)
lange Inkubationszeit benötigt wird (12 Stdn.); es soll
allerdings auch möglich sein, bei 60° in einer Stunde die
Hydrolyse der Östrogen-Konjugate zu erreichen (65).
Man kann aber auch ein Säurehydrolysat in die Gel-
filtration nach VAN BAELEN (64) einsetzen. Dieses Ver-
fahren hat sich bei den eigenen Untersuchungen (36)
bewährt, obwohl damit wieder r die anfangs genannten
Schwierigkeiten der Säurehydrolyse in Kauf genommen
wurden; entsprechend den Empfehlungen anderer
Autoren (41) wurde der Urin vor der Hydrolyse ver-
dünnt.
Angaben über die Präzision (66, 67) und Schnelligkeit,
mit der Östrogen-Bestimmungen durchgeführt wurden,
sind in Tabelle l zusammengefaßt. Es ist zu beachten,
daß die hier genannten Variationskoeffizienten aus den
Ergebnissen von Doppelbestimmungen errechnet wur-
den und damit die Präzision der Bestimmungen in der
Serie charakterisieren. Die Präzision von Tag zu Tag
ist meist weniger gut, besonders wenn es sich um auf-
wendigere Verfahren handelt, wie z. B. die Bestimmun-
gen von Östriol nach BROWN (36).
Die von zahlreichen Autoren angegebene Richtigkeit
(67) der Gesajtntöstrogen-Bestimmung ist für die Routine-
praxis nur bedingt gültig. Zur Charakterisierung der
Richtigkeit der Methoden wurden hydrolysierten Urin-
proben definierte Mengen Östriol zugesetzt und ihre
Wiederfindung bestimmt; sie lag meist bei 90%. Bei
einer Richtigkeitskontrolle im strengen Sinne müßte
aber berücksichtigt werden, daß z. B. die Östriol-Zer-
störung bei einer Säure-Hydrolyse je nach Urinbestand-
teilen von Probe zu Probe verschieden ist, daß die Zer-
störungsrate für Östriol-Konjugate anders ist als für
Östriol (68) und daß außerdem noch die Zusammen-
setzung der Östriol-Konjugate variiert (13). Darüber
hinaus wäre auch noch der Unterschied zwischen
Östriol und Gesamtöstrogene zu beachten. Eine
Näherungslösung bietet die Verwendung eines „inneren
Standards" für jede zu analysierende Probe. Hierzu ist
wahrscheinlich das von JAFFE und LEVITZ (69) ver-
wendete Östriol-Glucosiduronat besonders geeignet.
Möglicherweise könnte aber schon eine ausreichende
Kontrolle der Richtigkeit aller Analysenproben erreicht
werden, wenn von jeder Urinprobe eine zusätzliche Be-
stimmung mit Östriol als „innerem Standard" durchge-
führt werden könnte. Die Voraussetzungen dafür, Ana-
lysensysteme mit hohem Probendurchsatz, wurden in
letzter Zeit beschrieben. Neben dem semiautomatischen
Extraktor von BROWN (Abb. 2b) (41, 70) ist das Auto-
Analyzer-System für Östrogen-Bestimmungen verwen-
det worden (55,71,72). Mit der in Abbildung 6 gezeigten
Anordnung werden 20 Östrogen-Bestimmungen in der
Stunde durchgeführt, im Prinzip nach der Methode von
ITTRICH. Die Hydrolysate werden in das System gepumpt
und in den Mischspiralen mit Äther extrahiert. Im
Verdampfer wird Äther abgedampft und der Rückstand
mit dem Kober-Reagenz erhitzt. Der Kober-Farbstoff
wird anschließend mit dem Ittrich-Reagenz extrahiert
und im Photometer bei 540 nm und, zur Korrektur des
Untergrunds, bei 420 nm gemessen.
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i Die Diagnose einer durch verminderte Östriol-Aus-scheidung gekennzeichneten fetoplazentaren Dysfunk-
tion soll für die Geburtshilfe von ebenso großer Be-
deutung sein wie die Diagnose einer Blutgruppen-
Inkompatibilität oder einer Zervix-Insuffizienz (73). Die
Kosten der dazu notwendigen Untersuchungen wurden
berechnet (74): nur etwa 50—160 £ (500—1500 DM)
wurden für Östrogen-Bestimmungen bei Risikoschwan-
gerschaften ausgegeben, damit ein Kind auf Grund der
hierdurch induzierten Maßnahmen am Leben erhalten
werden konnte. Die Vielfalt der Methoden zur Östrogen-
Bestimmung in der Spätschwangerschaft, von denen die
Gruppe der „Gesamtöstrogen"-Bestimmungen hier
dargestellt wurde, ermöglicht es jeder Klinik, ein ihrem
Rahmen angemessenes Verfahren anzuwenden. Daß bei
den eigenen Analysen die Kober-Reaktion bevorzugt
wird, mag in der Tradition der I. Uriiversitäts-Frauen-
klink München begründet sein: nach WIELAND (75)
lieferte sie vor 40 Jahren das Ausgangsmaterial für die
ersten Kober-Reaktionen von Östrogenen.
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